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              국문초록       
   
Cryptococcosis는 사람과 동물의 폐, 중추신경계 및 전신성 감염증으로 
주로 Cryptococcus neoformans 균종에 의하여 유발된다. C. neoformans는 
다당체 협막을 보유한 basidiomycetes 효모양 진균으로 기회적 감염을 일으
키며 특히 면역기능저하 환자에 흔히 감염되지만, 선행질환이 없는 환자도 감
염될 수 있다. C. neoformans 는 생물학적 특성과 분자유전학적 특성의 차이
에 의하여 여러 종류의 혈청형과 유전자형이 존재하며 전세계 지역에 따라  
그 분포가 다르다. 
 본 연구에서는 2008년에서 2010년 사이에  서울 및 부산지역 일부 종합
병원의 환자에서 분리된 C. neoformans 30균주의 분자생물학적 특성을 분석
하였고. 또한 C. neoformans 균이 분리된 환자들의 임상적 특성으로 성별, 
평균나이 및 기저질환과의 상관성을 기존의 연구와 비교한 결과, 다음과 같은 
결론을 얻었다. 
 총 30명의 환자에서 분리된 C. neoformans 는 협막항원의 차이에 따른 
혈청형검사에서 모두 혈청형 A로 확인되었으며, mating type은 모두 MATα 
이었다. M13 phage의 microsatellite 특이 염기서열 primer을 이용한 
PCR-fingerprinting, URA5 유전자 restriction fragment length poly-
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moorphism (RFLP) 분석 및 random amplified polymorphic DNA (RAPD)
분석에서 30균주 모두는 C. neoformans var. grubii 유전자형 VNI형으로 확
인되었으며 균종간의 차이가 없음을 확인하였다. 
역학적 특성으로  2008년부터 2010년 사이 C. neoformans 가 분리된 환
자 총 30명에서 2009년에 분리율이 17명(56.7%)으로  상대적으로 높았으며, 
평균연령은 62.7세이었다. 총 30명 중 여성이 17명(56.7%)이었고 연도별 성
비는 지속적으로 상승하였다. 총 30명의 환자 중 기저질환이 존재한 환자는 
24명(80%)이었으며 기저질환 중  간세포암이 5명(20.8%)으로 가장 많았으며 
그 다음으로 폐암과 HIV감염이 각각 3명(12.5%)이었다. 이와 같은 결과는 
2008년까지의 기존의 연구에서 Cryptococcosis 환자들이 여성보다 남성 많
다는 결과와 다른 양상을 보여주고 있으며, 평균연령 51.7세에서 59.1세의 연
구결과에 비하여 62.7세로 고령화에 따른 영향을 나타내고 있다. HIV 감염을 
제외한 기저질환과의 상관성에서도 악성질환이 우위를 차지하고 있으며 특히 
간세포암에서 분리율이 높음을 확인하였다.   
주요어:  Cryptococcus neoformans, 유전자형, 분자역학, 기저질환
학번  : 2011-22101
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I. 서 론
Cryptococcus neoformans는 협막을 보유한 효모양 진균으로 사람과 동
물의 폐, 중추신경계 및 전신에 감염을 일으키며 면역기능 저하환자에 흔히 
감염되지만 선행질환이 없는 환자에서도 감염될 수 있다. 장기이식, 항암치료,  
후천성면역결핍증(acquired immunodeficiency syndrome, AIDS)등으로 인하
여 면역기능저하 환자가 증가하면서 Cryptococcus에 의한 기회 감염  발생이 
증가되고 있다 (1,2). 
 Cryptococcosis의 주요 원인균인 Cryptococcus species는 C.neoformans
와 C. gattii 2종으로 분류되며. 이들 균종의 다당체 협막성분의 항원성과 생
태학적 특성 차이에 의하여 C. neoformans는 변종 var. grubii(혈청형A)와 
var. neoformans(혈청형D) 그리고 hybrid형 AD, C. gattii는 혈청형 B와 C형  
으로 나누어진다(3,4). 또한 분자유전학적 특성에 의하여 C. neoformans는 
VNI-VNIV형, C. gattii는 VGI-VGIV형의 각각 4종류의 유전자형으로 분류된
다(4,5). C. neoformans  var. grubii 혈청형 A에는 유전자형 VNI 또는 VNII
이 존재하며, 이 중에서 VNI 유전자형은 전세계적으로 널리 분포되어 있으며 
특히 비둘기 배설물을 비롯하여 조류 분변에 오염된 토양 그리고 썩은 나무 
등이 이 균종의 자연 서식처로 잘 알려져 있다(6). 이에 비교하여 C. gattii 혈
청형 B 또는 C형은 오세아니아 지역을 중심으로 열대와 아열대 지역에서만 
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제한적으로 분리되며 자연 서식처는 오스트레일리아 원산 Eucalyptus 나무로 
알려져 있으며, 일부 열대 지역을 제외하고 AIDS환자에서 C. gattii 에 의한 
감염증은 거의 없는 것으로 보고되었다(7-9). 그러나 최근 연구보고에 의하면 
기후에 따른 제한적 분리 균종인 C. gattii 가 온대지역인 캐나다 밴쿠버, 북
아메리카 및 일부 아시아지역에서 분리되고 있으며, 지역에 따른 유전자형의 
특성이 보고됨으로써 역학적 연구가 활발히 진행되고 있다(10-12). 
Cryptococcus의 인체감염은 자연환경에서 basidiospore를 흡입함  으로써 
감염되는 것으로 알려져 있으나 생태학적, 역학적 관련성은 여전히 의문으로 
남아있다(1). 
  C. neoformans는 heterothallic basidiomycetes로 두 종류의 mating type
이 존재하며 mating type 관련 유전자 좌위에 기능이 다른 대립형질 alpha 
(MATα)와 a (MATa)에 의하여 조절된다. 일반적으로 환경이나 임상검체에서 
분리되는 C. neoformans의 mating type은 대부분이 MATα 이며, 드물게 
MAT α/a인  diploid균주도 분리된다(13,14).
 C. neoformans균종에 관한 분자역학적인 연구방법으로는 M13 phage의 
microsatellite 특이염기서열(M13 primer)과, (GACA)4 또는 (GTG)5 반복서
열을 이용한 PCR fingerprint분석법, orotidine monophosphosphate py-
rophosphorylase (URA5) 유전자의 restriction fragment length poly-
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morphism (RFLP)분석법, random amplified polymorphic DNA (RAPD) 분
석법, amplified fragment length polymorphisms (AFLP), rDNA intergenic 
space regions(IGS) I과 II분석, multi-locus sequence typing (MLST)등이 
이용되고 있으며, 이들 분석법에 의하여 8종류의 유전자형이 알려져 있다
(4,5,15). 우리나라에서는 Cryptococcus 균종의 분리율이 저조하며, 2008년 
이후 이 균종에 관한 분자역학적 연구가 없는 실정이다. 또한 인구의 노령화, 
항암제 치료등 면역기능저하 인구의 증가는 기회 감염의 주 원인 진균인 
Cryptococcus 균 감염에 대한 진단, 치료 및 예방에 미치는 요인에 관하여 
지속적 연구가 요구된다.
본 연구에서는 2008년에서 2010년 사이에 서울과 부산지역의 종합병원 
임상검체에서 분리된 C. neoformans 균주의 혈청형, mating type, M13 pri-
mer PCR-fingerprinting, URA5-RFLP 그리고 2종류의 random primer를 
이용한 RAPD법에 의한 균종의 특성을 분석하였고, 임상균주가 분리된 환자들
의 역학적 자료로서 기저질환과의 상관성, 연령, 성비에 따른 차이점을 기존의 




서울 및 부산지역 종합병원 2곳에서 2008년에서 2010년 사이 분리된 임
상균주 총 30주를 사용하였다(Table 1). 여러 종류의 임상가검물에서 분리된 
30균주는 각 병원 미생물검사실에서 C. neoformans로 동정된 균주로써, 
Sabouraud dextrose agar (SDA, BBL, Sparks, MD, USA)로 옮긴 다음 다
시 재배양 한 후에 사용하였다. C. neoformans의 재 동정을 위하여 API 20C 
AUX system (bioMerieux, Marcy-l'Etoile, France)을 이용한 당 동화시험과 
Christensen's urea broth (Difco, Detroit, MI, USA)를 이용한 urease시험 
양성인지를 확인하였고, 멜라닌 색소생성에 의한 갈색 집락을 확인하기 위하
여 Staib’s bird seed media (BSM)을 제조하여 사용하였다(16). 실험에 사용
된 C. neoformans표준균주는 CBS 10085 (C. neoformans serotype A, 
VNI형), CBS 10084 (C. neoformans serotype A, VNII형), CBS10080 (C. 
neoformans  serotype AD, VNIII형),  CBS 10079(C. neoformans sero-
type D, VNIV형), 4종류를 사용하였다. 
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1 sh98 M 58 Blood None A α     VNI 2008 Seoul
2 sh99 F 75 Bronchial fluid Leukemia A α VNI 2008 Seoul
3 sh100 M 73 CSFa AIDS A α   VNI 2008 Seoul
4 sh107 M 48 Tissue Tuberculosis A α VNI 2008 Seoul
5 sh108 M 62 Abdominal fluid HCCb A α VNI 2008 Seoul
6 sh109 M 35 CSF AIDS A α VNI 2009 Seoul
7 sh110 M 77 Pleural Myocardialinfarction A α VNI 2009 Seoul
8 sh111 F 70 Bronchial fluid Spinalstenosis A α VNI 2009 Seoul
9 sh112 M 80 CSF None A α VNI 2009 Seoul
10 sh113 F 27 Blood HerpesZoster A α VNI 2009 Seoul
11 sh114 F 70 Blood None A α VNI 2009 Seoul
12 sh115 F 68 Abdominal fluid HCC A α VNI 2009 Seoul
13 sh116 F 51 Tissue Tuberculosis A α VNI 2009 Seoul
14 sh117 M 57 Blood Lymphoma A α VNI 2009 Seoul
15 sh119 F 60 Urine Endometrialcancer A α VNI 2009 Seoul
16 sh120 F 68 Blood Lung cancer A α VNI 2009 Seoul
17 sh121 F 67 Bronchial fluid Pancreaticcacinoma A α VNI 2010 Seoul
18 sh122 F 65 Blood HCC A α VNI 2010 Seoul
19 sh123 F 63 Tissue Lung cancer A α VNI 2010 Seoul
20 sh124 F 61 Sputum HCC A α VNI 2010 Seoul
21 sh126 M 49 Blood Lymphoma A α VNI 2010 Seoul
22 sh127 M 66 Blood Myocardialinfarction A α VNI 2010 Seoul
23 sh128 F 54 Ascitic fluid Coloncancer A α VNI 2010 Seoul
24 sh79 F 74 CSF AIDS A α VNI 2008 Seoul
25 sh102 F 68 Blood Lung cancer A α VNI 2009 Seoul
26 sh103 M 70 CSF None A α VNI 2009 Seoul
27 sh104 M 78 Sputum unknown A α VNI 2009 Busan
28 sh105 F 54 Blood unknown A α VNI 2009 Busan
29 sh106 F 77 Blood PITc A α VNI 2009 Busan
30 sh118 M 55 Ascitic fluid HCC A α VNI 2009 Busan
Table 1. Characteristics of C. neoformans isolates used in this study 
aCSF, cerebrospinal fluid  bHCC, hepatocellular carcinoma
  cPIT, purpura idiopathic thrombocytopenia 
- 6 -
2. 혈청형과 변종확인 시험
C. neoformans 변종 확인은 협막 다당체 성분의 항혈청을 이용한 혈청형 
분석과 생화학적 반응 시험을 실시하여 결정하였다. 혈청형 분석은 C. neo-
formans 협막의 다당체 항원에 대한 항혈청을 이용한slide agglutination test 
(Crypto Check Iatron RM 304-K kit; Iatron Laboratories, Tokyo, Japan)
를 실시하였다. 분리 균주들은 30℃에서 yeast extract malt extract 
agar(YMA, Difco, USA)에 배양하였고, 48시간 후에 McFarland scale pat-
tern 2 (약 6×108CFU/mL)에 맞춰 멸균식염수에 부유하였다. 응집반응을 보
기위한 글라스 슬라이드에  항혈청 5종 (F1, F5, F6, F7, F8)을  한 방울씩 
먼저 떨어뜨린다.  각 항혈청 당 50μL의 C. neoformans 부유액을 떨어뜨려 
혼합하였다. 혼합액이 균질화 될 수 있도록  2분간 교반하면서 슬라이드에서 
작은 응집이 생기는 것을 직접 관찰하여 다음과 같이 판정하였다 : 혈청형 A
는  F1와 F7에 응집, 혈청형 B는 F1과 F5에 응집, 혈청형 C는 , F1과 F6에 
응집, 혈청형 D는, F1과 F8에 응집 그리고 혈청형 AD는 F1, F7, F8에 응집
을 나타냄으로 각 검체의 결과를 확인하여 결정하였다. 변종확인 생화학적 검
사는 Kwon-Chung법에 따라 canavanine-glycine bromthymol blue (CGB)
를 제조하여 사용하였다(17). CGB배지에 함유된 glycine을 탄소원으로 이용
할 수 있는 glycine decarboxylase의 생성유무를 관찰하는 것으로, 최종 동
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정된 균주들을 CGB배지에 접종하고 30℃에서 24~48시간 배양한 다음, CGB
배지의 색깔이 원래 배지의 색깔인 녹황색에서 청색으로 색깔 변화를 보이면 
양성, 색깔변화가 없거나 균이 자라지 않으면 음성으로 판정하였으며, glycine 
decarboxylase생성 균주인 C. gattii 는 양성반응, 이 효소를 생성하지 않는 
C. neoformans var. grubii 또는 var. neoformans는 음성반응으로 변종을 
확인하였다.
3. 균체 DNA 분리  
   C. neoformans 균체 DNA 분리는  Yamamoto방법을 응용하여 분리하였
다(20). Brain Heart Infusion broth(BHI)에서 각 실험균주를 30℃, 48시간 
배양한 후 원심분리하여 약 100μl  pellet를 수집하여  100mM Tris-HCl 
buffer(TE pH8.0, 1mM EDTA)로 두 번 세척하였다. 각 검체에 250μl 
100mM TE(pH9.0, 40mM EDTA), 50μl 10% sodium dodecyl sulfate와 
200μl benzyl chloride를 가하여 혼합한 후  50℃ 에서 30분동안 가볍게 진
탕하면서 방치한 다음  10000rpm에서 10분간 원심분리 한 후 상층액을 분리
하였다. 상층액에 3M sodium acetate 50μl를 가한 후 0℃에서 10분간 방치
하였다. DNA 침전물은 250μl isopropanol를 가하여 -70℃냉동고에서 1시간 
방치하여 얻었으며. 침전된 DNA를 70% ethanol로 세척하여 건조한 후 40μl 
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10mM Tris-HCl buffer (TE pH8.0, 1mM EDTA)로 용해하여 사용하였다.   
 
4. Mating type 분석 
  Mating type분석은Chaturvedi법에 따라 C. neoformans 혈청형A의 mating 
type alpha (α)와 a형의특이 primer (Table 2)을 이용하여 PCR을 실시하였
다(14). PCR반응 혼합액은 AccuPower PCR premix kit(Bioneer Co.Korea)
를 사용하여, DNA 시료(75ng)  1μl, primer (10pmol)를 각각 1 μl 넣고 증
류수로 총 20μl 로 최종부피를 맞추었다. PCR 반응조건은 95℃에서 3분간 
초기반응, 94℃ 1분, 57.5℃ 1분, 72℃ 1분의 과정으로 30회 반복하였고, 마
지막으로 72℃에서 7분 연장으로 PCR을 종결하였다. 증폭된 DNA 시료는 
2% agarose gel을 통하여 전기영동을 실시하였고, 증폭산물의 크기에 따라  
mating type, MATα (101bp) 또는 MATa (117bp)을 확인하였다. 
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Table 2. List of primers used in this study
Primer Nucleotide sequence(5’-3’) Reference
M13 GAGGGTGGCGGTTCT (15)
MATα F CTTCACTGCCATCTTCACCA (14)
MATα R GACACAAAGGGTCATGGCCA (14)
MATa F CGCCTTCACTGCTACCTTCT (14)





URA5 R TTAAGACCTCTGAACACCGTACTC (5)
OPH-02 TCGGACGTGA (19)
OPH-12 ACGCGCATGT (19)
5. Molecular type 분석
5.1. M13-PCR fingerprinting 
 M13 microsatellite 특이적 primer를 이용한 PCR fingerprint 분석은 
Meyer법을 응용하여 실시하였다(13). PCR 반응 혼합액은 AccuPower PCR 
premix kit(Bioneer Co.)를 사용하여, DNA 시료(25ng) 1μl,  M13 primer 
(Table 2) 10pmol를 1μl 넣고 증류수로 총 20μl로 최종부피를 맞추었다. 
PCR 반응조건은 94℃에서 5분간 초기반응, 93℃ 20초, 50℃ 1분, 72℃ 20
초의 과정으로 40회 반복하였고, 마지막으로 72℃에서 5분 연장으로 PCR을 
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종결하였다. 증폭된 DNA 시료는 1.5% agarose gel에서 전기영동을 실시하
여, 증폭산물의 크기를 비교 확인하였다
5.2 URA5 유전자-Restriction Fragment Length Polymorphism 
    (RFLP) 분석
  URA5 유전자-RFLP 분석은 URA5 유전자의 특이 primer (Table 2)를 사
용하여 실시하였다(5). PCR 반응 혼합액은 AccuPower PCR premix kit 
(Bioneer Co.)를 사용하여, DNA 시료(75 ng) 1 μl, 두 종류의 primer (10 
pmol)를 각각 1 μl 씩 넣고 증류수로 최종부피 20 μl 를 맞추었다. PCR 반응
조건은 94℃에서 4분간 초기반응, 94℃ 45초, 61℃ 1분, 72℃ 2분의 과정으
로 35회 반복하였고, 마지막으로 72℃에서 10분 연장으로 PCR을 종결하였
다. URA5 유전자 PCR  산물을 1.5% agarose gel상에서 확인한 후 gene 
clean kit (Bioneer Co.)를 사용하여 증폭된 600bp DNA을 분리하였다. 
RFLP 분석은 600 bp DNA PCR 산물에 2종류의 제한효소 Sau 96l과 Hhal 
(BioLabs, Ipswich, MA, USA)를 각각 첨가하여 37℃에서 6시간 반응시킨 
후 2.5% agarose gel에서 전기영동을 실시하여, DNA 밴드 유형을 표준균주
의 결과와 비교 확인하였다. 
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5.3 Random amplification of polymorphic DNA 분석(RAPD)
   RAPD분석은 2종의 random primer, OPH-02와 OPH-12 (Table 2)를 사
용하여 실시하였다 (19). PCR 반응 혼합액은 AccuPower PCR premix kit 
(Bioneer Co.)를 사용하여, DNA 시료(75 ng) 1 μl, 한 종류의 primer (10 
pmol)를 1 μl 넣고 증류수로 최종부피 20 μl를 맞추었다. PCR 반응조건은 
94℃에서 4분간 초기반응, 92℃ 30초, 34℃ 1분, 72℃ 1분의 과정으로 35회 
반복하였고, 마지막으로 72℃에서 5분 연장으로 PCR을 종결하였다. 증폭된 
DNA시료는 2% agarose gel에서 전기영동을 실시하여, 증폭산물의 크기를 
비교 확인하였다.
6. 자료분석 및 통계
  모든 기술적인 자료는 평균±표준편차와 백분율(%)로 나타내었으며, 통계분





1. Cryptococcus neoformans 혈청형 및 Mating type 확인
서울 및 부산 지역 2곳의 종합병원에서 2008년에서 2010년 동안 환자의 
여러 종류의 가검물에서 분리 동정된 C. neoformans 30균주의 생화학적 성
상을 재확인한 결과, 30주 모두 C. neoformans 임을 확인하였다. .협막 다당
체 항원성분의 혈청형(serotype) 분석결과에서는 모두  혈청형 A 이었으며, 
변종확인 생화학적 검사 결과에서 CGB 배지에서 음성을 나타냄으로서 임상
균주 C. neoformans는  모두 C. neoformans var. grubii (혈청형 A)로 확인
되었으며 C. gattii 균주는 검출되지 않았다.
 C. neoformans 30주의 mating type을  MATa 와 MATa  두 종류의 특이
적 primer를 이용하여 PCR법을 실시한 결과 모두 101bp가 검출되어  MATα 
임을 확인하였다.
2. Molecular type
   M13 primer에 의한 PCR fingerprinting의 결과는 Fig.1과 같다. 
C. neoformans  4종류의 유전자형 표준균주(VNI, VNII, VNIII 및 VNIV)를 
이용하여 임상균주 30주와의 결과를 분석한  결과, 임상균주 30주 모두는 표
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준균주 VNI형과 동일한 패턴을 나타냄으로써 VNI 유전자형임을 확인하였다. 
또한 URA5 유전자를 증폭하여 Sau 96I과 Hha I 제한효소을 이용하여 RFLP 
분석한 결과 (Fig.2)에서 30주 모두 표준균주 VNI형과 동일한 밴드를 나타냄
으로써 C. neoformans var. grubii  VNI 유전자형임을 확인하였다. 
Figure 1.  PCR-fingerprint profiles amplified with the primer M13. 
Lane #1-#4, C. neoformans molecular type reference strains VNI, VNII, VNIII, 
and VNIV Lane #5-#12, selected clinical strains (sh98, sh99, sh100, sh107, 
sh108, sh109, sh110, sh111, sh104, sh105, sh106, and sh118) M, molecular 
marker (100 bp DNA ladder). 
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Figure 2. URA5-RFLP profiles identified after double digestion       
with the restriction enzymes HhaI and Sau96I. 
  Lane #1-#4, C. neoformans molecular type reference strains VNI, VNII, 
VNIII, and VNIV Lane #5-#12, selected clinical strains (sh98, sh99, sh100, 
sh107, sh108, sh109, sh110, sh111, sh104, sh105, sh106, and sh118); M, 
molecular marker (100 bp DNA ladder). 
3. RAPD 분석 
   Random Primer 2종류, OPH-02와 OPH-12를 이용하여 RAPD 분석결과
는 Fig.3과 같다.  Primer OPH-02를 이용한 RAPD profile을 분석결과
(Fig.3A), 임상균주 간의 동일한 패턴으로 각 균주의 차이가 없었으며,  
Primer OPH-12를 이용한 결과에서도(Fig.3B) 균주 간에 동일한 패턴의 결과
를 나타내었다. RAPD 결과에서 임상균주는 모두 동일한 양상을 나타냄으로
서, 실험에 사용된 C. neoformans는 VNI 유전자형으로 subtype도 동일한 것
임을 확인하였다.
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Figure 3. RAPD profiles amplified with the primer OPH-02 (A) 
         and OPH-12 (B). 
Lane #1, C. neoformans molecular type reference strains VNI Lane #2-#16, 
selected clinical strains (sh98, sh99, sh100, sh107, sh108, sh109, sh110, 
sh111, sh112, sh114, sh115, sh104, sh105, sh106, and sh118); M, molecular 





   Male 13(43.3%)
   Female 17(56.7%)
Age(mean±SD²,range)(year) 62.7±12.4  (27-80)
2008 2009 2010 Total No.
Incidence   6   17   7  30
Female(%)   2(33.3%)   10(58.8%)   5(71.4%)  17(56.7%)
4. Cryptococcosis 환자의 일반적 특성
  2008년부터 2010년까지 3년 동안 C. neoformans가 분리된 환자는 총 30
명이었으며 환자들의 평균연령은 62.7세이었다(Table 3). 총 30명중 여성이 
17명(56.7%)이었으며 연도별 성비는 지속적으로 상승하였고 2009년에 분리
율이 17명으로 상대적으로 높았다(Table 4 ).
Table 3. General characteristics of the patients with cryptococcosis
Table 4. Incidence and Female distribution of Cryptococcosis during     
          2008-2010.
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5. 기저질환과의 상관성
  총 30명의 cryptococcosis환자 중에서 병력이 확인되지 않은 2명을 제외한 
28명 환자에서 24명(80%)은 기저질환이 있었으며 나머지 4명은 기저질환이 
없었다. 기저질환의 종류를 살펴보면 24명 중 악성종양 환자 수가 19명
(79.1%)이었으며 이 중에서 간세포암 환자가 5명(20.8%)으로 가장 많았고 그 
다음으로 폐암 환자가 3명(12.5%)을 차지하였다. 또한 HIV감염 환자가 3명
(12.5%)이었다.  기저질환이 없는 환자 4명은 진균성 패혈증으로 나타났다
(Table 5).
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Table 5. Underlying condition of the patients of  cryptococcosis   
Underlying Diseases Frequency Percent
Cumulative
Percent
Hepatocellular carcinoma 5 20.8 20.8
HIV 3 12.5 33.3
Lung cancer 3 12.5 45.8
Tuberculosis 2 8.3 54.2
Non Hodgkin's Lymphoma 2 8.3 62.5
Myocardial Infarction 2 8.3 70.8
Leukemia 1 4.2 75.0
Spinal stenosis 1 4.2 79.2
Herpes Zoster 1 4.2 83.3
Endometrial cancer 1 4.2 87.5
Pancreatic cancer 1 4.2 91.7





  Frequency analysis, (IBM SPSS Statistics version 21. USA)
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IV.  고 찰  
 Cryptococcosis는 AIDS환자를 비롯하여 면역기능이 현저히 떨어진 
사람에게 기회적 감염으로 잘 알려져 있다(1,2). 최근에 C. neoformans  
neoformans 와 C. gattii으로나누어지며, 이들 균종의 유전적 다양성으로 C. 
neoformans 에는 VNI-VNIV형, C.gattii 에는 VGI-VGIV형의 각각 4종류의 
유전자형이 존재한다(20). 전 세계적으로 C. neoformans, VNI 유전자형, 
혈청형 A균종이 면역기능저하 환자에서 주로 질병을 유발하는 것으로 잘 
알려져 있다(21). Meyer등은 C. neoformans 에 의한 감염증은 면역기능저하 
환자에서 78.3%, 면역기능정상의 환자에서 21.7%로 발병되는 것으로 
보고하였고, C. neoformans 감염증 중에서 C. neoformans VNI형, 혈청형A 
균주가 면역기능 저하환자의 83.9%에서 발병되는 것으로 보고하였다(22).
C. neoformans와 이들 변종들로 인해 야기되는 임상질환과 지역적인 분포 
사이에는 유의한 상관관계가 있는 것으로 보고되고 있으며, 전세계적으로 
많은 연구가 진행되고 있다(10,21). AIDS환자에서 Cryptococcus 감염의 
윈인균은 주로 C. neoformans var. grubii, 혈청형A으로 알려져 있으나, 
브라질에서는 C. neoformans var. grubii 와 C. gattii 모두 윈인균으로 
보고되었다(23). 우리나라에서는 Hwang등은 1993년에서 2005년 사이 
분리된 임상균주 51주와 환경균주 7주의 혈청형을 분석한 결과 혈청형 A가 
55주, B 2주, D 1주이었으며, 환경균주는 모두 혈청형A로 보고한 바 
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있으며(24), Choi등은 1990년에서 2008년까지 우리나라에서 분리된 78주의 
C. neoformans의 특성을 분석한 결과 75주는 C. neoformans 혈청형A, 
VNI형, 3주는 C. gattii 혈청형B 이었으며 그 유전자형은 VGII(2주)와 
VGIII(1주)임을 보고하였다(25).
 최근에 미생물의 분자유전학적 특성을 밝히기 위한 다양한 분석법이 소개
됨으로써 C. neoformans 균종에 관한 분자유전학적 연구도 활발히 진행되고 
있다. 지역적으로 이들 균종의 분자역학적 특성을 살펴보면 C. neoformans 
혈청형 A, VNI형이 아시아, 아프리카, 그리고 센트랄 아메리카 지역에서 차지
하는 비율은 각각 77%, 72.6% 및 78%로서 주종을 이루고 있으며, 유럽, 오
세아니아, 북아메리카 지역에서는 VNI형이 각각 45%, 31%, 및 41%로서 상
대적으로 분리율이 낮다. 유럽지역에서는 VNI형 대신에 VNIII와 VNIV형이 
각각 26%와 20%을 차지하고 있어 C. neoformans 균종이 지역간의 큰 차이
가 있음이 보고되었다(22). C. gattii 유전자형의 분리율을 살펴보면 아시아지
역은 C. gattii VGI형이 15%로 주종을 이루며, 아프리카 지역에서는 VGIV형
이 6%, 센트랄 아메리카 지역에서는 VGII형이 11%로 우위를 차지하고 있다. 
오세아니아 지역에서는 VGI형이 43%, 북아메리카는 VGII형이 26%로 지역적 
특성을 잘 나타내고 있다(22). 우리나라에서는 2012년 Hwang의 연구 보고에 
의하면 1993년에서 2010년 동안 분리 동정된 임상균주 C. neoformans 125 
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균주 중에서 C. gattii 분리와 분자생물학적 특성을 분석한 결과 1993년, 
1999년 및 2006년에 각각 1균주씩 총 3균주가 확인되었으며, 혈청형은 모두 
B형이었고 유전자형은 각각 VGI, VGII 및 VGIII형을 나타내었다(26). Mihara
등은 일본 나가사키 지역에서 1996년에서 2010년 사이에 분리된 35주 임상
균주 C. neoformans 의유전자형 분석을 한 결과에서 32주는 C. neoformans 
VNI형, 3주는 VNII형으로 분리됨을 보고하였다(27). 또한 Chen등은 1980년
에서 2006년까지 분리된 C. neoformans 129균주의 분자유전학적 특성을 분
석한 결과 120주는 모두 C. neoformans 혈청형 A, VNI형이었으며, 9주는 
C. gattii  혈청형 B, VGI형으로 보고하였다(4). 본 연구에서는 2008년에서 
2010년 사이에 일부 종합병원에서 분리된 임상균주 30주를 이용하여 분자생
물학적 특성을 살펴본 결과 모두 C. neoformans 혈청형A, VNI형으로 확인되
었으며, C. gattii 는 분리되지 않았다. 이와 같은 결과는 동아시아 지역인 일
본과 중국에서 분리된 C. neoformans 균종의 유전자형 특성이 유사함을 확인
하였으며 C. gattii균종은 기후와 지역적 특성에 따라 우리나라를 비롯하여 온
대지역 아시아 지역에서 아직은 그 분리율이 매우 저조함을 확인할 수 있었
다. 그러나 지금까지 아열대 및 열대 기후조건과 자연서식처의 제한적 특성을 
갖고 있던 C. gattii 균종이 북아메리카 온대 지역에서의 분리율 증가와 다양
한 유전자형 출현은 전세계적으로 역학연구의 중요과제로 생각된다. 
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 C. neoformans  mating type은  MATα 와 MATa 두 종류가 존재하며 이 
균종의 생태학적 특성과 병원성 관련 연구에 중요하다. 임상균주 또는 환경균
주에 있어서 대부분이(~95%) MATα 로 주종을 이루며, mating type에 관계
없이 적절한 환경에서 균사를 만들거나 눈으로 볼 수 있는  basidiospore를 
형성하는 것으로 알려져 있다. 또한 mating type 결정 유전자는 잠재적 병원
성 인자로서의 영향을 나타내는 것으로서, 동물실험 결과 MATα 균주가
MATa 균주 보다 병원성이 더 강한 것으로 보고되었다(13, 28). 기존의 연구
와 본 실험의 결과에서 C. neoforamns 임상균주는 모두 MATα형을 나타냄으
로써 MATα Cryptococcus 균종이 우세함을 재확인하였다. 
Cryptococcus 균종의 분자유전학적 분석방법으로 여러 가지 방법이 사용되
고 있는데, 이중에서 M13 primer 및 (GACA) 반복서열에 의한 PCR 
fingerprint법, random amplification polymorphic DNA (RAPD)분석법, 
amplified fragment length polymorphism (AFLP), URA5 또는 
phospholipase B (PLB1)유전자RFLP 분석법, multi-locus sequence typing 
(MLST)등 널리 이용되고 있다(29,30). 이중에서 M13 phage 특이 primer 
PCR-fingerprint법과 URA5유전자 RFLP분석법은 C. neoformans  유전자형
을 확인할 수 있는 방법으로 잘 알려져 있다. Random primer을 이용한 
RAPD 분석법은 C. neoformans의 분자역학적 연구에 보다 손쉽게 응용할 수 
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있는 방법으로 유전자형의 subtype결정, 변이 균종 출현, 임상균주와 환경균
주 간의 상관성 등을 연구하는데 많은 도움이 되고 있다(5,19). 본 실험에서 
2종류의 random primer, OPH-02와 OPH-12를 사용하여 RAPD분석을 한 
결과에서 임상균주 30주 모두 동일한 패턴으로, 균주 간의 차이가 없음을 확
인하였다. Hwang은 2000년에서 2005년 사이 부산지역에서 분리된 임상균주 
7주와 환경균주 5주의 C. neoformans 은 모두 혈청형A 이었으나,  RAPD분
석 결과 두 종류의 다른 패턴이 확인되어 균종 간의 차이가 있음을 보고한 바 
있다(19). Yamamoto등은 나가사키 지역에서 분리된 C. neoformans  21주의 
RAPD 분석 결과에서 4종류의 RAPD 패턴이 존재하는 것을 보고하였다(18).  
RAPD분석법은 변이 균종의 유전적 특성을 쉽게 발견할 수 있는 방법으로 그 
이용가치가 높은 실험이며 random primer의 선별과 지속적인 반복실험의 결
과는 다양한 변이 균종을 확인하는데 많은 도움이 될 것으로 생각된다.
C. neofmormans 균종은  면역기능저하 환자에서의 기회 감염균이며 면역
기능 정상인에서도 감염을 일으키는 병원성 진균이다. 장기이식, 후천성면역결
핍증(AIDS) 등 면역기능저하 환자가 증가되면서 Cryptococcus 균종에 의한 
기회감염 발생이 증가하였다(1,2). 최근에 AIDS환자에서의 cryptococcosis는 
antiretrovirus 치료가 도입된 이후 점차 감소하고 있는 추세이나 개발도상국
에서는 여전히 사망의 주원인이다(31). 그러나 인구의 고령화, 악성종양 관련 
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질환 증가에 따른 항암치료 등으로 비 HIV 감염에 의한 면역기능 저하 환자
가 급증함에 따라 Cryptococcus 감염 환자가 증가하고 있다. 
Cryptococcosis는 모든 연령대에서 발생 가능하며 평균적으로 30-50대에서 
흔히 발견되는 것으로  알려져 있으며, 남성이 여성보다 우위를 차지하고 있
다(31,32). 본 연구에서 총 30명 환자의 평균연령은 62.7세 이었으며, 여성이 
17명(56.7%)으로 남성보다 높았다. Jeong등은 1995년부터 2008년 1월까지 
서울지역 1개 대학병원에서 12년간 cryptococcosis 수막염이 발생한 33명 
환자들의 임상양상을 조사하여 보고한 연구결과에서 환자의 평균연령은 51.7
세이었고, 남성이 61%임을 보고하였다(33). 또한  Choi등은 1990년부터 
2008년까지 전국에서 분리된 임상균주 78주의 분자역학적 특성연구 결과에서 
환자의 평균연령은 59.1세이었고, 남녀 성비에서 남성이 59.2%로 우위를 차
지하였다(25). 2008년 이전까지 연구된 결과와 본 연구결과를 비교해 보면 
cryptococcosis 환자의 평균연령이 51.7-59.1세에서 62.7세로  크게 증가되
었음을 확인할 수 있었다. 또한 남녀 성비에서 기존의 연구 결과는 남성이 우
위를 차지하였는데 비하여 본 연구결과에서는 여성이 평균 56.7%로, 연도별 
상승하는 결과를 나타냄으로써 기존의 결과와 큰 차이점을 보였다. 이와 같은 
결과는  인구 고령화에 따른 평균수명이 늘어난 결과에서 환자의 평균연령이 
높아진 것으로 생각된다. Mihara등은  일본 나가사키 지역에서 1996년에서 
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2010년까지 비 HIV 감염 cryptococcosis 환자 35명의 임상기록에서 평균연
령은 62.3세, 남성의 비율은  54.3%의 결과를 보고함으로서(27) 평균연령은 
본 연구결과와 유사하였으나, 남녀성비의 차이가 있음을 확인하였다.   
기존의 연구에 의하면 cryptococcosis 환자는 후천성면역결핍증이나 이식
으로 인한 면역억제제 투여, 악성종양과 같은 면역기능저하의 원인이 되는 기
저질환을 가지고 있는 것으로 보고하고 있다(1,32).  Jeong등의 결과에 의하
면 35명의 환자에서 76%가 기저질환을 가지고 있었으며, 장기이식환자와 면
역억제제 투여 환자 수가 22명(66.6%)의 우위를 차지하고 있었으며, 간염 바
이러스 보균자가 8명(24.2%)이었고, HIV감염환자는 3명(9.1%)이었다(27).   
Choi등의 결과에서는 병명이 확인된 62명에서 54명(85%)가 기저질환을 가지
고 있었으며, 이 중 AIDS환자가 14명(25.9%)으로 가장 많았으며, 간질환 환
자가 9명(16.7%)으로 그 다음순위를 차지하였다(25). 본 연구결과에서는 총 
30명의 환자 중 24명(80%)이 기저질환을 가지고 있었으며, 간세포암 환자가 
5명(20.8%)으로 가장 많았고 그 다음으로 폐암 환자가 3명(12.5%)을 차지하
였다. 또한 AIDS 환자가 3명(12.5%)이었다.  이와 같은 결과에서 기저질환으
로 간세포암이 우위를 차지한 것은 간기능의 저하가 Cryptococcus  감염의 
중요한 위험인자로 작용할 수 있는 것으로 예측이 된다. 비록 3년이라는 짧은 
기간 동안 수집된 자료였지만 Jeong등의 12년간의 후향적 연구에 비해서 분
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리율이 상대적으로 높음을 보여주었으나 기존연구와는 달리 일관된 수집 방법
을 사용하지 않은 제한점은 있었다. 2008년 이후 국내에서 발견된 Cryptoc- 
occus 에 관한 연구가 아직 진행되지 않은 시점에서 본 연구는 2008년 이후
의 보고라는 점에서 의미가 있으며 3년 동안 발견한 30명의 cryptococcosis 
환자는 이전 연구결과들과 달리 여성이 남성보다 많았던 특이점이 있었고 평
균연령이 10세 이상 상승한 것 또한 국내 고령화를 보여주고 있으며, 이전까
지와는 달리 간질환 환자보다 간암환자들이 대다수 발견된 점 등을 통해서 기
존연구들과의 차이점을 보여주고 있음으로  앞으로 Cryptococcus 감염역학에 
대한 기초자료로서의 지속적인 연구의 필요성이 더 강조된다고 보여진다. 
V.  결  론 
  2008년에서 2010년 사이에 서울 및 부산지역 일부 종합병원의 환자 30명 
에서 분리된 C. neoformans 분자생물학적 특성을 살펴본 결과  30균주 모두 
C. neoformans var. grubii  혈청형 A, 유전자형 VNI형으로 균종간의 차이가 
없는 동일한 균종임을 확인하였다. 환자들의 임상적 특성으로 성별, 평균나이 
및 기저질환과의 상관성을 살펴 본 결과 여성이 남성보다 더 높은 비율을 나
타내고 있으며, 평균연령이 62.7세로 기존의 연구와 차이점을 보였고  HIV 
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감염을 제외한 기저질환과의 상관성에서도 악성질환이 우위를 차지하고 있으
며 특히 간세포암에서 분리율이 높음을 확인하였다. 
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                    Abstract 
Molecular Epidemiology of Clinical Strains  
  of Cryptococcus neoformans Isolated 
            from Korea 
                   So Hae Park
                                   Department of Public Health
                   The Graduate School of Public Health
                                 Seoul National University
Cyptococcosis is generally caused by Cryptococcus neoformans,  
the opportunistic agent which has two species, Cryptococcus 
neoformans and Cryptococcus gattii. Both C.neoformans/C.gattii species 
contain a number of genetically diverse subgroups that can be 
differentiated by various molecular typing methods. We conducted a 
molecular epidemiological analysis of 30 clinical isolates of the  
C.neoformans   from cryptococcosis patients who had been  had been 
hospitalized between 2008 and 2010 in medical centers located in 
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Seoul and Busan in Korea. To determine the genetic diversity, 30 
strains of C.neoformans were typed using PCR fingerprinting with the 
microsatellite specific primer of the phage M13  and the restriction 
fragment length polymorphism (RFLP) of orotidine monophosphosphate 
pyrophosphorylase (URA5) gene. All isolates were identified as 
serotype A, mating type MATα and molecular type VNI. The random 
amplified polymorphic DNA (RAPD) profiles obtained by using two 
primers revealed a single pattern. Our study shows that 30 strains of 
clinical C.neoformans are genetically homogeneous with all of the 
isolates were molecular type VN1,serotype A, mating type MATα.
  Epidemiological characteristic of 30 strains isolated from patients 
diagnosed with cryptococcosis between 2008 and 2010 shows that 
there is relatively high isolation rate in the year of 2009(56.7%), and 
the mean age was 62.7. Among 30 patients, 17(56.7%) were  female 
and annual female distribution was constantly increasing. Of the 30 
patients, about 24(80%) had underlying diseases and the most common 
condition was HCC(20.8%) followed by lung cancer and HIV infection 
3(12.5%) respectively.
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This study demonstrates that the clinical features of cryptococcosis 
between 2008 and 2010 are different from the existing research 
results which report higher incidence of male patients.  Because of an 
aging society, the mean age at the point of diagnosis was increased 
from 51.7, 59.1 to 62.7 years. Additionally cryptococcosis has been 
mostly diagnosed in non-HIV patients and the major predisposing 
factor was HCC.
 
Keywords : Cryptococcus neoformans, molecular type, 
             molecular epidemiology, underlying disease
